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Tato diplomová práce byla zaměřena na studium fyzikálně chemických vlastností systému 
hyaluronan – kationtový tenzid. Jako kationtový tenzid byl použit Septonex. Byl zkoumán 
vliv prostředí na daný systém, vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu a jeho koncentrace. 
Dále byl zkoumán vliv koncentrace Septonexu na interakci hyaluronan – tenzid. Pro 
charakterizaci těchto ionokomplexů byly zvoleny různé metody měření. Byla proměřena 
kritická micelární koncentrace samotného tenzidu a poté i s přídavkem hyaluronanu pomocí 
spektrofluorimetrie s fluorescenční sondou pyrenem. Bylo zjištěno, že hyaluronan se 
Septonexem tvoří gel a na základě toho pak byly vytvořeny gely pro 3 různé molekulové 
hmotnosti hyaluronanu – 300 kDa, 806 kDa a 1 697 kDa. Gely byly připravovány v poměru 
hyaluronan – tenzid 1:1. V takto připravených gelech byl zkoumán také vliv prostředí voda 
a 0,15 M NaCl a bylo zjištěno, že v 0,15 M NaCl vznikají čiré gely. Vybrané vzorky gelů pak 
byly proměřeny oscilačními testy a bylo studováno reologické chování septonexových gelů. 
Jako poslední metoda byla zvolena turbidimetrická měření, která charakterizovala bod 
zakalení při postupném přidávání Septonexu do roztoku hyaluronanu. Opět byl posuzován 
vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu, tak i jeho koncentrace pro prostředí vody a 0,15 M 
NaCl. Bylo zjištěno, že 0,15 M NaCl potlačuje vznik zákalu a tvorbu sraženin.  
 
ABSTRACT 
This diploma thesis is focused on the study of physical and chemical properties of 
hyaluronan and cationic surfactant. As the cationic surfactant Septonex was used. The 
influence of the environment on the system, the effect of molecular weight of hyaluronan, and 
its concentration was studied. Then, the study of the influence and the effects of concentration 
of Septonex on the interaction of hyaluronan-surfactant followed. Different methods of 
measurement were chosen to characterize these ionokomplexes. The critical micelle 
concentration of the surfactant itself was measured, and then also with the addition of 
hyaluronan by spectrofluorimetry with fluorescent probe pyren. It was found, that hyaluronan 
forms gel with Septonex. On this basis, gels were prepared for three different molecular 
weights of hyaluronan – 300 kDa, 806 kDa and 1697 kDa. Gels were prepared in a ratio of 
hyaluronan – surfactant 1:1. In gels prepared in this way, the influence of environmental 
water and 0.15 M NaCl was studied and it was found that at 0.15 M NaCl clear gels are 
formed. Selected samples of the gels were then measured with oscillatory testing and the 
rheological behavior of gels of Septonex was studied. As the last method the turbidimetric 
measurement was chosen, which characterized the turbidity point in the gradual addition of 
Septonex to sodium hyaluronate solution. Again, the effect of the molecular weight of 
hyaluronan and its concentration in two environments - water and 0.15 M NaCl was 
evaluated. It was found that 0,15 M NaCl suppresses formation of turbidity and formation of 
precipitates. 
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Studium kyseliny hyaluronové v posledních letech zaznamenal nevídaný zájem a tento 
nenápadný bílý prášek se stal předmětem zájmu nejedné vědecké laboratoře. Do podvědomí 
veřejnosti se dostala díky tomu, že se používá v různých kosmetických a farmaceutických 
přípravcích. Použití kyseliny hyaluronové má nepřeberné množství. Používá se na hojení ran 
a jizev, v oční chirurgii, na preparáty pro léčbu kloubních onemocnění, v kosmetice jako 
přísada k vyhlazování vrásek. Tato látka je unikátem ve svých vlastnostech a její největší 
výhodou je to, že je to látka tělu vlastní. Je obsažena v očním sklivci, synoviální tekutině, 
kůži, svalech a také v nádorových buňkách. Je netoxická a biodegradabilní a tudíž nehrozí, že 
by tělo nějak zatěžovala.  
Dalším neopomíjeným využitím hyaluronanu je cílená distribuce léčiv. Hyaluronan díky 
své vlastnosti, že je přítomen v rakovinotvorných buňkách a napomáhá tak nádorovému 
bujení může být využit jako transportér léčiva. Existuje idea o léčivu s obsahem hyaluronanu, 
která spočívá v tom, že se na hyaluronan naváže léčivo, které by bylo zabudované v micele 
tenzidu a uvolnilo by se až na postiženém místě. Zní to velice jednoduše, ale ve skutečnosti je 
velmi obtížné najít takovou látku, která by neohrožovala organismus svými degradačními 
produkty a aby tento celý systém fungoval.  
Náš ústav Centrum materiálového výzkumu je zaměřen na výzkum kyseliny hyaluronové, 
jejích aplikací především ve farmaceutickém a kosmetickém průmyslu. Jak už sám název této 
diplomové práce Ionokomplexy hyaluronanu napovídá, jedná se o práci charakterizující 
interakce mezi záporně nabitým hyaluronanem a kladně nabitým tenzidem Septonexem. 
Tento tenzid byl vybrán z toho důvodu, že má antimikrobiální účinky a je používán v očních 
kapkách Opthalmoseptonex, oční masti a také se používá jako desinfekce na rány.  
Tato diplomová práce má široký záběr použitých metod a má být komplexní studií 
o interakcích mezi hyaluronanem a Septonexem a to jak v gelové, tak solové formě. Většina 






2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Hyaluronan sodný 
Tato část se zabývá vlastnostmi kyseliny hyaluronové, která je stěžejní použitou látkou 
v této diplomové práci a její vlastnosti vysvětlují, proč je důležité zkoumat další její 
charakteristiky. Mimo jiné se tato část zabývá tenzidy a jejich komplexací s hyaluronanem, 
což by se mohlo využít v cílené distribuci léčiv či kosmetickém průmyslu. 
2.1.1 Výskyt 
Za objevem kyseliny hyaluronové (HyA – hyaluronic acid) stojí Karl Mayer a John 
Palmer, kteří ji poprvé objevili v očním sklivci skotu v roce 1 934. Později byla izolována 
z pupeční šňůry a kohoutích hřebenů [1]. Jelikož se kyselina hyaluronová většinou vyskytuje 
jako sodná či draselná sůl, používá se název hyaluronan. Postupem času bylo zjištěno, že se 
hyaluronan nachází ve většině částí těla, včetně synoviální tekutiny, kloubů, svalů a kůže. 
Hyaluronan má důležitou funkci při mnoha buněčných procesech [2].  
 
2.1.2 Chemické a fyzikální vlastnosti hyaluronanu 
Po chemické stránce se jedná o nevětvený mukopolysacharid složený z β(1,3)-D-
glukuronové kyseliny a β(1,4) – N-acetyl – D – glukosaminu v poměru 1:1. Na rozdíl od 
jiných mukopolysacharidů (např. heparin či chondroitin) není sulfatovaný [3]. Jednotlivé 
sacharidové jednotky se k sobě váží střídavě β – 1,4 a β – 1,3 glykosidickými vazbami.  
Počet disacharidových jednotek v molekule hyaluronanu může dosáhnout 10 000 i více, 
molekulová hmotnost se pohybuje okolo 4 milionů daltonů (jedna disacharidová jednotka má 
molekulovou hmotnost přibližně 400 Da). Molekulová hmotnost se pro tyto typy 
mukopolysacharidů uvádí v daltonech, což je jednotka odpovídající klasické jednotce g∙mol−1. 
Průměrná délka disacharidové jednotky dosahuje 1 nm [4].  
 
 




Hyaluronan je jedna z nejhydroskopičtějších molekul v přírodě, ve vodném prostředí 
vytváří vysoce viskózní roztok [2]. Axiální atomy vodíku tvoří nepolární hydrofobní část, 
zatímco odvrácený řetězec tvoří hydrofilní část, tím dojde k vytvoření konfigurace, která je 
energeticky velmi stabilní Ke stabilizaci dochází pomocí vodíkových můstků mezi 
jednotlivými cukry v disacharidové jednotce. Glykosidická vazba spojuje oba cukry přes 
kyslíkový atom. Příslušné substituenty připojené na koncích glykosidické vazby mohou 
rotovat o 360°. Každá disacharidová jednotka je pootočena vůči sousední jednotce o 180°, 
dvě otočení pak dávají dohromady 360°. Z tohoto vyplývá i popis struktury dvakrát stočené 
šroubovice „two-fold helix”. Tato struktura zaujímá v roztoku širokou doménu. Domény 
jednotlivých molekul by se v roztoku navzájem překrývaly při koncentraci hyaluronanu 
1 mg∙ml−1 a více. Doménová struktura hyaluronanu má za následek to, že malé molekuly 
(voda, elektrolyty) se mohou volně šířit rozpouštědlem uvnitř domény. Velké molekuly 
(bílkoviny) jsou částečně vylučovány z domény kvůli jejich hydrodynamické velikosti. 
V roztoku hyaluronanu dochází k neustálým změnám ve velikosti efektivních pórů v síti 
hyaluronanu díky neustálenému pohybu řetězce. Ve výsledku to znamená, že hyaluronovou 
sítí mohou projít všechny molekuly, ale s různým stupněm zpomalení závisejícím na jejich 
hydrodynamických objemech [2,4].  
 
2.1.3 Receptory hyaluronanu 
Hyaluronan je vázán k povrchu buněk prostřednictvím tří hlavních skupin receptorů, 
kterými jsou CD44, RHAMM a ICAM–1. Receptor CD44 je nejrozšířenější v těle 
a zprostředkovává mezibuněčné interakce s hyaluronanem, který se účastní různých 
fyziologických dějů v těle, jako jsou: interakce buňka – buňka, buňka – substrát, adheze, 
buněčná migrace, proliferace, aktivace, vstřebávání hyaluronanu a jeho degradace. V kůži má 
receptor CD44 regulační schopnost keranocytů jako odezva homeostázy hyaluronanu. 
RHAMM je receptor pro hyaluronan zprostředkovaný pohyblivostí buněk, zahrnující 
migrující fibroblasty a vysoce metastazující rakovinotvorné buňky. Intracelulární adhezivní 
molekula ICAM–1 je originální metabolický receptor hyaluronanu, využívající vstřebání 
buňkami a následné včlenění do mezibuněčného prostoru [2,6]. 
 
 
Obr. 2 Receptory hyaluronanu [7] 
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2.1.4 Síťování hyaluronanu 
Hyaluronan také agreguje mezi vlastními molekulami a to částečným propojením mezi 
hydrofobními místy v řetězci označované jako „hydrophobic path ”. Struktura hyaluronanu je 
zvláštní v tom, že obě pásky vytvořené hyaluronanem jsou totožné, ale vůči sobě jsou 
antiparalelní. Jedna strana pásky je otočena v protisměru ke druhé. Tato oboustrannost pásky 
tak umožňuje průběh stejných procesů na obou stranách a díky specifickým interakcím 
agreguje ve vodě a vytváří sítě již při velmi nízkých koncentracích hyaluronanu [4]. 
2.1.5 Aplikace 
Kyselina hyaluronová našla své uplatnění jak v kosmetickém tak farmaceutickém 
průmyslu a její použití je stále častější. Její největší předností je, že je to látka tělu vlastní 
a má vynikající hydroskopické vlastnosti. V kosmetice se využívá především do hydratačních 
krémů a krému pro vyhlazení vrásek. Ve farmacii se používá na hojení ran, pro přípravu 
injekcí na osteoporózu, apod. V neposlední řadě je hyaluronan posuzován z hlediska možné 
přípravy pro cíleně distribuovaná léčiva, kde je hlavním předpokladem to, že hyaluronan je 
součástí rakovinotvorných buněk a může tak v sobě zakomponované léčivo dopravit přímo na 
místo určení a tam léčivo uvolnit. Kyselina hyaluronová se také používá jako přídavek do 
očních kapek jako lubrikant a zvlhčovač oka. 
2.2 Charakteristika tenzidů a jejich vlastnosti 
Tenzidy jsou obecně skupina látek, jejichž molekula se skládá z polární (hydrofilní) 
a nepolární (lipofilní) části. Nepolární část molekuly tvoří obvykle dlouhý uhlovodíkový 
řetězec, zatímco polární část je tvořena výrazně polární skupinou, jako je např. karboxylová 
skupina – COOH, sulfonová skupina – SO3H. Pro lepší rozpustnost tenzidů ve vodě se častěji 
využívají sodné či draselné soli vzniklé substitucí atomu vodíku v polárních skupinách atomy 
sodíku či draslíku (– COONa, – SO3K). Nejjednodušším tenzidem je např. sodné mýdlo. 
Tenzidy spolu s dalšími látkami jsou součástí přípravků nazývaných detergenty. Nepolární 
část molekuly tenzidu se nevazebnými interakcemi napojuje na lipidovou částici. Polární část 
molekuly tenzidu je natočena směrem k okolnímu polárnímu prostředí, kterým je většinou 
voda. Utvoří se kulovitá částice, zvaná micela, která umožňuje lipidovým částicím přejít do 
vodného roztoku. Umožní se tak jejich vypláchnutí, což je princip praní [8].  
 
Tab. 1 Rozdělení tenzidů 
aniontové stearan sodný C17H35COONa 
dodecylsulfát sodný C12H25OSO3Na 
      
kationtové triethylhexadecylamonium bromid C16H33N(C2H5)3Br 










      




2.2.1 Kritická micelární koncentrace 
Je hodnota koncentrace, při níž se v pravém roztoku micelárního koloidu začínají tvořit 
micely, které mají většinou kulovitý tvar. Tvar micely je ovlivněn pH, teplotou, geometrií 
tenzidu. Mohou pak vytvářet elipsoidy, dvojvrstvy, válce apod. Kritická micelární 
koncentrace (CMC) není vysoká, pro různé látky kolísá v rozmezí 10–5 až 10–3 mol dm–3. Pod 
touto koncentrací je micelární koloid v systému pouze ve formě unimerních molekul, nad 
touto koncentrací všechny další molekuly asociují do micel [10]. 
Na CMC má vliv mnoho faktorů. Mezi nejdůležitější faktory patří délka hydrofobního 
uhlíkového řetězce, kdy hodnota CMC klesá s rostoucím počtem atomů uhlíků v řetězci. 
Nejmenší počet uhlíků v řetězci, kdy se začínají tvořit micely je 8–10. Rozvětvení 
uhlovodíkového řetězce, přítomnost dvojných vazeb nebo polární substituce v alkylovém 
řetězci vedou ke zvýšení CMC, kdežto připojení benzenového jádra k uhlíkovému řetězci 
vede ke snížení CMC. Dalším faktorem ovlivňujícím hodnotu CMC, jsou vlastnosti hydrofilní 
části tenzidu. Vliv hydrofilní skupiny na CMC je dán zejména nábojem. Při stejné délce 
uhlovodíkového řetězce je CMC neionogenních tenzidů nižší než ionogenních. Hodnoty CMC 
neionogenních tenzidů značně závisí na rozměrech a povaze hydrofilní skupiny, 
u ionogenních tenzidů jsou mezi různými hydrofilními skupinami jen malé rozdíly [11]. Také 
protionty vzniklé disociací ovlivňují CMC, a to tak, že zvyšujícím se nábojem protiontů 
dochází k poklesu CMC. Přídavek elektrolytu také snižuje hodnotu CMC. Také se projevuje 
vliv tlaku a teploty. S rostoucí teplotou se hodnota CMC může zvyšovat (obvykle 
u kationtových tenzidů) nebo snižovat (obvykle u neionogenních tenzidů). Vliv tlaku na CMC 
je poměrně malý i při velmi vysokých tlacích[11,12]. 
 
Obr. 3 Struktura tenzidu a micela ve vodném prostředí, kdy hydrofobní část směřuje do 





Obr. 4 Fosfolipidová molekula buněčné membrány [8] 
I tyto struktury obsahují hydrofobní a hydrofilní části. Fosfolipidy vytvářejí v buněčných 
membránách fosfolipidovou dvojvrstvu, díky této struktuře dochází účinkem tenzidů k jejich 
narušování až postupné devastaci. Dochází k narušení semipermeability membrán a dochází 
tak k volné výměně chemických látek mezi intra a extra celulárním prostorem buněk. Tato 
změna má například pro bakteriální buňku smrtelný účinek. Tento mechanismus účinku 
tenzidů na cytoplazmatickou membránu lze přirovnat k účinkům antibiotik, která poškozuji 
bakteriální cytoplazmatické membrány [8]. 
 
2.2.2 Kationtové tenzidy – Septonex 
Ve většině případů se jedná o kvartérní amoniové soli, vzniklé reakcí alkylhalidu 
s odpovídajícím terciálním aminem. Ve vodném prostředí mají kladný náboj – proto 
kationtové tenzidy. Mezi hlavní zástupce kationových tenzidů patří cetyltrimethylamonium 
bromid a [1-(ethoxykarbonyl)pentadecyl] trimethylamoniumbromid neboli Septonex. 
 
Obr. 5  Strukturní vzorec Septonexu 
 
Septonex je kvartérní amoniová sloučenina, která má desinfekční a antiseptické účinky. Za 
normálních podmínek, je to bílý až nažloutlý prášek, který je velmi dobře rozpustný jak ve 
vodě, tak v organických rozpouštědlech. Jeho vodný roztok silně pění. Septonex je součástí 
různých farmaceutických výrobků, jako jsou masti, zásypy, oční kapky. Používají se ke 





Gely jsou disperzní systémy, v nichž jsou disperzní částice spojeny do trojrozměrné sítě, 
která prostupuje disperzním prostředím. Spojité je nejen disperzní prostředí, ale také disperzní 
podíl. Po spojení do síťovité struktury se disperzní částice nemohou nezávisle pohybovat 
disperzním prostředím. Síly, které působí adhezi disperzních částic, mohou být chemické 
i fyzikální povahy. Odstraněním disperzního prostředí (vysušením gelu) vzniká systém, který 
obsahuje pouze disperzní podíl a nazývá se xerogel. Disperzní částice, jejichž spojováním 
vzniká síťovitá struktura gelu, bývají koloidní velikosti; jsou však známy i případy tvorby 
gelů v mikroheterogenních systémech (např.: silikátové gely). Gely a proces gelace mají 
velký význam v lékařství a v biologii, jelikož organizmy živočichů a rostlin jsou tvořeny 
především gely. Gelace vysokomolekulárních látek je důležitý technický proces (výroba 
vláken, aplikace lepidel, potravinářství) [13]. 
2.3.1 Rozdělení xerogelů podle chování ve styku s kapalinami: 
Reverzibilní (elastické) – při vysoušení zmenšují svůj objem a dávají kompaktní xerogely, 
schopné přecházet zpět do původního rosolovitého stavu přijímáním původního disperzního 
prostředí nebo jiných přidaných kapalin. Prostorová struktura reverzibilního gelu je tvořena 
sítí makromolekulárních řetězců spojených v místech, které se nazývají uzly, uzlové body 
nebo uzlové oblasti. Reverzibilní gely mohou vznikat buď z roztoků vysokomolekulárních 
látek gelací, nebo z xerogelů botnáním.[13,14]. Chemicky síťované gely mohou vznikat 
vhodnou uspořádanou polymerací monomerů nebo už z hotových lineárních polymerů 
zesíťováním za přítomnosti vhodného síťovacího činidla. Struktura gelů s chemickými 
vazbami je velmi pevná. Fyzikálně síťované gely vznikají spojováním úseků polymerních 
řetězců působením fyzikálních sil (Van der Waalsových, polárních sil, vodíkových můstků) 
do uzlů, nebo uzlových oblastí, přičemž jedna makromolekula může být zapojena do několika 
uzlových oblastí. K asociaci mezi jednotlivými řetězci dochází, sníží-li se afinita 
makromolekulárního řetězce k rozpouštědlu (snížením teploty, zvýšením koncentrace) [14]. 
Ireverzibilní (neelastické) – jsou sice při styku s disperzním prostředím schopné určité 
množství kapaliny adsorbovat, ale do původního stavu se tím nevracejí. Přeměnu 
ireverzibilního gelu na xerogel nelze provést. Ve vysušeném stavu mají přibližně stejný objem 
jako původní lyogely, jejich struktura je porézní. Sice nebobtnají, ale mohou adsorbovat 
značné množství kapaliny. Ireverzibilní gely vznikají gelací lyofobních solů. Při částečném 
narušení ochranné vrstvy disperzních částic ztrácejí některé části jejich povrchu stabilitu, 
v důsledku toho se částice vzájemně těmito místy spojují a vzniká prostorová síť, v jejíchž 
mezerách je uzavřeno disperzní prostředí. [13,15]. 
2.3.2 Vlastnosti gelů 
Gel je schopen odolávat tečnému napětí až do určité hodnoty, pod kterou se chová jako 
elastické tuhé těleso. Hodnota tohoto kritického napětí závisí na koncentraci uzlů a jejich 
pevnosti. Gely s kovalentními spoji, které obsahují v jednotce objemu malý počet vazeb, jsou 
obvykle značně elastické. Čím více je vazeb mezi řetězci polymeru, tím menší je možnost 
změny tvaru makromolekuly a tím rigidnější je vzniklá prostorová síť. U čerstvých gelů 
reverzibilních i ireverzibilních, dochází k samovolným jevům, jelikož tyto systémy nejsou 
v termodynamické rovnováze. Při ději, který se nazývá stárnutí, roste počet styčných bodů, 
dochází ke smrštění síťovité struktury a kapalina je vytlačována na povrch [15]. 
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2.4 Teoretický princip použitých metod 
Tato kapitola se zabývá přiblížením a principem použitých metod pro měření charakteristiky 
hyaluronan – Septonex. 
2.4.1 Fluorescenční spektroskopie 
Fluorescenční spektroskopie je metoda studující záření emitované molekulami, které přešly 
do excitovaného stavu díky absorpci záření o vhodné vlnové délce λ. V biochemii má význam 
ve viditelné a ultrafialové oblasti, jímž odpovídá excitace elektronů valenční sféry. Molekula 
v základním vibračním stavu absorbuje foton tzv. excitačního záření a přejde tak do 
excitovaného stavu, obvykle na jednu z jeho vyšších vibračních hladin. Při měření 
fluorescence je foton poskytován excitační částí spektrofluorimetru – zdroj světla (xenonová 
výbojka) a excitační monochromátor (slouží k výběru vlnové délky). Poté molekula přejde do 
základního vibračního stavu v rámci excitované hladiny. Zde setrvá určitou dobu zvanou jako 
průměrná doba života excitovaného stavu, pro fluorescenci v řádech nanosekund. Excitovaná 
molekula se zbaví přebytečné energie, tím že ji vyzáří v podobě fotonu. Toto emitované 
záření je ve spektrofluorimetru zpracováno emisním monochromátorem – detekční zařízení, 
obvykle fotonásobič, měřící intenzitu světla emitovaného při různých vlnových délkách. 
Emitované záření má nižší energii (vyšší vlnovou délku) než záření absorbované. Tomuto 
jevu se říká Stokesův posun, který je vyvolán přechodem mezi vibračními hladinami. 
Fluorescenční spektrum je pak závislost intenzity fluorescence na vlnové délce. Předností 
fluorimetrie jako analytické metody je to, že pro každou látku jsou charakteristické dvě 
vlnové délky, a to excitační a emisní. Fluorimetrie je velmi selektivní metoda a osvědčuje se 
při různých analýzách nebo při určování koncentrace fluoreskujících látek ve směsi 
nedefinovatelného složení [17]. 
 
Obr. 6  Jabłońskiho diagram znázorňující elektronové přechody po excitaci molekuly 
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Intenzita fluorescence je dána poměrem počtu kvant látkou emitovaných k počtu kvant 
absorbovaných za jednotku času. 
2.4.1.1 Fluorescenční sondy 
Fluorescenční látky se dělí do dvou skupin, podle toho zda fluorescenční vlastnosti vykazují 
samy o sobě nebo až po přídavku fluoreskující látky ke vzorku. 
 vnitřní (vlastní) – vyskytují se přirozeně 
 vnější (nevlastní) – jsou přidány ke vzorkům, které nemají vhodné fluorescenční 
vlastnosti 
Fluorescenční sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledované látce vážou 
nekovalentně a přitom mění své fluorescenční vlastnosti. Fluorescenční značky pak nesou ty 
látky, které se váží ke studované struktuře kovalentně. Většinou se jedná o organické 
molekuly se systémem dvojných konjugovaných vazeb, polovodičové nanočástice [19]. 
Příkladem hojně používané fluorescenční sondy je pyren, malá organická molekula skládající 
se ze čtyř benzenových jader. Je velmi citlivý na polaritu svého okolí. Na obrázku č. 6 jsou 
zaznačeny jednotlivé přechody. Přechod 0 – 0 závislý na polaritě okolí, značený jako „1“ je 
lokalizován u vlnové délky 373 nm. Referenčním pásem je přechod 0 – 2 u 383 nm, značený 
dále jako „3“. Dále je ve spektru vždy rozlišen přechod 0-4, značený „5“. Přechody 0 – 1 
a 0 – 3 bývají rozlišeny pouze v čistých rozpouštědlech a vyšších koncentracích. Při vlnové 
délce 470 nm je hodnota intenzity fluorescence charakteristická pro tvorbu excimeru pyrenu. 
Jedná se o dimer pyrenu vytvořený interakcí excitované molekuly pyrenu s molekulou pyrenu 
v základním stavu dle následujícího schématu: A* + A → A* [19,20]. 
 
 





Turbidimetrie je metoda založená na měření stupně zákalu (turbidity). Na částicích dochází 
k rozptylu záření a částečně k jeho absorpci. Měří se pokles intenzity záření procházejícího 
absorbující a rozptylující vrstvou. Měření se provádí v přímém směru, v ose světelného 
paprsku zdroje jako u fotometrických postupů. Při turbidimetrických měřeních je obtížné 
připravit reprodukovatelně suspenzi měřené reakční směsi, aby byla dostatečně stálá. 
Fotometrická citlivost je nepřímo úměrná vlnové délce, proto je vhodné měřit při nejkratší 
vlnové délce dosažitelné standardním fotometrem (340 nm).  
 Měřenou veličinu Tb (turbidance), jíž odpovídá absorbance A u klasické absorbční 
fotometrie, lze vyjádřit vztahem: 
lcTeTb )(  
e – absorbční koeficient 
T – turbiditní koeficient 
c – koncentrace 
l – světelná dráha (tloušťka) měřicí kyvety 
 
Závislost turbidance (absorbance) na koncentraci analytu je obecně nelineární (jde většinou 
o polynom 2. řádu). V případě vhodně zvolených podmínek je možno závislost aproximovat 
proložením přímkou.[22,15] 
 
2.4.3 Sušící křivky 
Analyzátory vlhkosti slouží k určení vlhkosti různých materiálů. Zkoumaný vzorek se vloží 
do analyzátoru a zváží se jeho hmotnost. Poté se v přístroji  nastaví požadovaná teplota 
a vzorek se zahřeje. Po celou dobu sušení se zaznamenává v časovém úseku úbytek hmotnosti 
až po ustálení konstantní hmotnosti. Ohřevem se odpaří část vzorku (především voda) a tím 
vznikne rozdíl hmotnosti. Tento hmotnostní rozdíl před započetím ohřevu a po jeho ukončení 
analyzátor přepočítá, a zobrazí v jako vlhkost procentech na displeji. Odborně se tato metoda, 
založená na zjištění rozdílu hmotností ohřevem nazývá „termogravimetrie“. Protože teplem 
se měřený vzorek vysouší, používá se velmi často pro pojmenování analyzátorů vlhkosti 
termín „ sušící váhy“, který vystihuje použitou termogravimetrickou metodu [23]. Výsledkem 






Reologie je obor zabývající se studiem toku hmoty, především v kapalném stavu ale také 
pevných látek reagujících na působení vnějších sil. Je to věda o časově závislých tokových 
a deformačních procesech v různých materiálech. Za určitých okolností (čas) tečou všechny 
materiály. Matematickým vyjádřením tokových vlastností kapalin jsou reologické stavové 
rovnice, které zpravidla vyjadřují vztah mezi deformačním smykovým (tečným) napětím 
 a deformací kapaliny. Jejich grafickou podobou jsou tokové křivky.[24] 
 
 
Obr. 8 Rychlostní profil toku v kapalině mezi nepohyblivou a pohybující se deskou [25] 
Spodní deska je nepohyblivá, zatímco horní deska o ploše A je vůči spodní desce pohyblivá 
a pohybuje se rychlostí v, která je vyvolána silou F. Tečné napětí je pak dáno poměrem 
působící síly F na plochu o velikosti A: 
A
F  





kde součinitel  je dynamická viskozita charakterizující vnitřní tření newtonské kapaliny, 
du je vzájemná rychlost pohybu smykových rovin vzdálených o dx a D je tzv. gradient 
rychlosti (rychlost deformace), který charakterizuje tvarové změny v proudící tekutině. 
Dynamická viskozita je látkovou charakteristikou jejíž hodnota závisí na teplotě a tlaku. U 
plynů s teplotou roste, u kapalin naopak klesá. V soustavě SI je jednotkou Pa . s . Dříve se 
udávala dynamická viskozita v poisech P  . Platí 1 Pa . s = 10 P. Převrácená hodnota 
dynamické viskozity  = 1/  se nazývá fluidita (tekutost) [26]. 
Podíl dynamické viskozity  a hustoty tekutiny  se nazývá kinematická viskozita m2/s . 
Kinematickou viskozitu je výhodné užívat při popisu dějů závisejících jak na viskozitě, tak na 
hustotě, např. při popisu hydrodynamiky kapalin [25]. Tekutiny řídící se Newtonovým 
zákonem se označují jako newtonské a jsou to zpravidla nízkomolekulární látky. Viskozita 







Obr. 9 Toková a viskozitní křivka newtonské kapaliny [26] 
 
Vedle newtonských kapalin existují i kapaliny reologicky složitější, které se Newtonovým 
zákonem neřídí. Označují se proto jako nenewtonské kapaliny a jsou to např. roztoky 
a taveniny polymerů, suspenze, různé pasty, apod. Platí pro ně analogicky s Newtonovým 
zákonem rovnice č. 3, kde  je ovšem tzv. zdánlivá viskozita, která není látkovou 
konstantou, ale závisí na rychlosti deformace nebo tečném napětí. 
2.4.4.1 Základní typy nenewtonských kapalin  
Pseudoplastické kapaliny, jejichž zdánlivá viskozita se s rostoucím gradientem rychlosti 
zmenšuje. Podle průběhu tokové křivky se někdy rozlišují dvě podskupiny: pravé 
pseudoplastické kapaliny a strukturně viskozní kapaliny, u nichž lze stanovit dvě limitní 
hodnoty zdánlivé viskozity. Jsou to např. roztoky a taveniny polymerů, roztoky mýdel 
a detergentů, některé suspenze, apod.. Z technického hlediska je pseudoplasticita zpravidla 
vítanou vlastností poněvadž snižuje energetickou náročnost při míchání, toku kapalin 
potrubím apod. 
Dilatantní kapaliny, jejichž zdánlivá viskozita roste s rostoucím gradientem rychlosti. Toto 
chování je poměrně řídké a bylo pozorováno v některých vysoce koncentrovaných suspenzích 
(např. PVC). Tato vlastnost zpravidla komplikuje technologické procesy a je žádoucí dilataci 
pokud možno potlačit změnou složení. K vyjádření průběhu tokových křivek uvedených 
nenewtonských kapalin se užívají empirické rovnice, např. typu 
nKD  
n  1 pseudoplasticita, n  1 dilatantní látky 
Kde K, n jsou empirické látkové parametry charakterizující vlastnosti toku nenewtonské 
kapaliny a závisejí pouze na teplotě. Parametr K se nazývá součinitel konzistence a parametr 
n je index toku [27]. 
 
Binghamské kapaliny, tj. kapaliny s plastickou složkou deformace, u nichž dochází k toku 
až po překročení určitého prahového smykového napětí, tzv. meze toku (kluzu) k. Pro tyto 
plastické kapaliny platí: 








Ve viskoelastické látce se poměr deformace a napětí mění s časem. Popis vlastnosti takové 
látky se získá kombinací vlastností viskózní tekutiny (pod působením napětí deformace 
s časem lineárně roste, symbolicky lze znázornit pístem) a elastické pevné látky (deformace 
závisí pouze na velikostí napětí, symbolicky se znázorňuje pružinou). Typickými 
viskoelastickými látkami jsou polymery, jejich viskoelastické chování je silně teplotně 
závislé. Většina materiálů má viskoelastický charakter, což znamená, že u nich nelze 
z reologického hlediska nalézt pevnou hranici mezi pevnou a kapalnou fází a do určitě míry se 
chovají jako tuhé i kapalné látky zároveň. Materiálové vlastnosti jsou určeny jako elastický 
modul pro pevné látky a jako viskozitní modul pro kapaliny. Elastický nebo také ztrátový 
modul (G´) vyjadřuje energii uloženou v materiálu během napěťového cyklu a tvoří reálnou 
část komplexního smykového modulu G*.Viskozitní modul G´´ uděluje ztrátu energie během 
napěťového cyklu. Jedná se o imaginární složku komplexního smykového modulu G*, který 
je dán následujícím vztahem [28]: 
GiGG*  
2.4.4.3 Měření viskozity a reologických vlastností 
K měření viskozity slouží různé typy reometrů, které pracují pod různými mechanismy 
a pro různé látky je vhodný právě jiný viskozimetr. Kapilární viskozimetr funguje na principu 
měření času, za který proteče kapalina kapilárou. Potřebný rozdíl tlaků je vytvořen 
hydrostatickým tlakem v kapiláře. Přesnost těchto viskozimetrů je 0,01 – 0,1%, avšak jsou 
nepoužitelné pro nenewtonské kapaliny, jelikož jejich rychlostní gradient není konstantní. 
U Höpplerova (kuličkového) viskozimetru probíhá měření na základě rychlosti pádu kuličky 
v kapalině. Vhodná pro kapaliny s vysokou viskozitou a hustotou. Rotační viskozimetry se 
skládají ze dvou soustředných válců nebo kužele a desky, z nichž jeden se otáčí konstantní 
úhlovou rychlostí ( ). Vnitřním třením kapaliny se otáčivý moment přenáší na druhý válec. 
Po ustanovení rovnováhy se měří úhel pootočení válce od původní polohy ( ), který je 




Rotační viskozimetry jsou vhodné ke studiu nenewtonských kapalin, jelikož umožňují 








Obr. 10 Vybrané druhy viskozimetrů: 1. Kapilární viskozimetr, 2. Höpplerův 




3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Tato kapitola zahrnuje informace z publikací vztahujících se k tématu této diplomové práce 
a k použitým materiálům a metodám.  
3.1 Interakce biopolymer – tenzid 
 Thalberg a spol. patří mezi průkopníky, kteří se zabývali studiem interakcí hyaluronan 
a kationový tenzid v závislosti na délce alkylového řetězce tenzidu. Pro chování systému 
hyaluronan – tenzid použili tyto metody: fázová separace,vodivost, NMR a solubilizace 
barviv. Výsledky jejich měření ukázaly, že k návázání tenzidu na hyluronan stačí velmi nízká 
koncentrace tenzidu a počet uhlíků v alkylovém řetězci tenzidu musí být minimálně deset. 
Hodnota koncentrace tenzidu se nachází pod CMC a s rostoucím počtem uhlíků v řetězci 
hodnota koncentrace tenzidu klesá. Také bylo prokázáno, že vazba hyaluronanu s tenzidem je 
slabší, než s jiným polyelektrolytem [31]. 
 
V. Kabanov a spol. v této práci bylo prokázáno, že interakcí polymeru a opačně nabitého 
jednořetězcového tenzidu dochází ke shlukování do malých váčků. Tato práce se zaměřila na 
měření velikostí váčků v závislosti na délce alkylového řetězce tenzidu. Průměr těchto váčků 
se pohybuje v rozmezí 80 – 120 nm. Studovanými tenzidy byly: DDTAB, TDTAB, CTAB, 
C12PyCl, C16PyBr. Dále bylo pozorováno, že dvouřetězcové tenzidy vytvářejí shluky 
podobné liposomům, což jsou útvary podobné micelám, ale jejich stěna je tvořena 
dvojvrstvou[32]. 
 
 Yanhua Liu a kolektiv vyvinuli sérii nových nosičových systémů založených na 
hyaluronanu (např. HA – C18 nebo FA – HA – C18 – roubované kopolymery vyvinuté pro 
enkapsulaci s PTX). Tyto nové nanomicelární systémy jsou charakteristické svou malou 
velikostí, mají vysokou schopnost zapouzdření léčiva a vysokou nosnost s pozvolným 
uvolňováním. Díky své malé velikosti mají dobrou schopnost proniknout do buňky a dostat se 
k nádoru. CMC hyaluronových konjugátů byla měřena fluorescenční spektroskopií pomocí 
pyrenu jako fluorescenční sondy. HA-C18 byl připraven rozpuštěním hyalurnonanu 
v bezvodém formamidu zahříváním a následným ochlazením na pokojovou teplotu, pak byl 
přidán EDC a NHS a byl míchán 2 hodiny pro aktivaci karboxylových skupin hyaluronanu. 
Nakonec byl přidán oktadecylamin (DDC), který byl prvně rozpuštěn v dimetylformamidu 




3.2 Vliv soli na chování tenzidů 
Lisa Sreejith ve své práci Biopolymerní interakce s tenzidy se již podle názvu práce zabývala 
studiem interakcí biopolymer – tenzid a také vlivem přídavku NaCl do systému. Polymerní 
interakce jsou rozsáhle zkoumány v důsledku jejich různých aplikací v oblasti 
potravinářského, farmaceutického a biochemického průmyslu. Interakce biopolymeru s jinými 
složkami, zejména kationové a aniontové povrchově aktivní látky (tenzidy), jsou zvláště 
zajímavé, jelikož se kooperativně formují do různých komplexů. Mechanismy pro povrchové 
interakce jsou absorpční, hydrofobní a iontové v závislosti na zvoleném substrátu, který se do 
interakcí zapojuje. Bylo zjištěno, že po přídavku NaCl k systému došlo ke snížení CMC 
tenzidů, to znamená, že v solném prostředí se micely začaly tvořit dříve než ve vodném 
prostředí. Je to pravděpodobně způsobeno tím, že neutrální elektrolyt (NaCl) v roztoku 
iontového tenzidu snižuje repulzi mezi nabitou hydrofilní skupinou iontového tenzidu a tím 
snižuje jeho CMC. Účinek přidání hydrofilního protiontu NaCl k vodnému roztoku CTAT byl 
měřen pomocí dynamického rozptylu světla. Získané výsledky měření dokazují, že dochází 
k rychlému růstu micel v závislosti na přidání soli a nakonec dosáhnou konstantní velikosti. 
Kationtové micelární roztoky byly připraveny smícháním s dlouhým řetězcem (CPY+) 
s organickými protionty jako salicylát, tosylát, apod. Uvedené systémy zaznamenaly růst 
micel zejména v důsledku silné vazby s hydrofobními protionty. Vzhledem k tomu, 
hydrofobní charakter povrchově aktivních látek zvyšuje CMC, stupeň protiontu disociace 
a Gibsobbsovy volné energie micelizace se snižuje. Bylo zjištěno, že přídavek soli do systému 
podporuje tvorbu micel, aniž by byla ovlivněna konformace biopolymeru.[34]. 
 
Yingying Pi a spol. ve své práci studovali vliv halogenů (NaBr, NaCl, KBr) na interakci 
mezi kationaktivním tenzidem (1,6 – bis dodecyldimethylamin bromid)a opačně nabitým 
polyelektrolytem NaPAA ve vodném prostředí. Měření bylo prováděno fluorescenční 
spektroskopií, UV spektroskopií, měřením zeta pontencálu a transmisní elektronovou 
mikroskopií (TEM). Se zvyšujícím se přídavkem NaBr, je pozorován vliv na kritickou 
agregační koncentraci tenzidu. Při nízkých koncentracích tenzidu, NaBr usnadňuje vytváření 
micelárních struktur a výsledkem je menší CAC. Při vysokých koncentracích, dochází 
k elektrostatické přitažlivosti mezi povrchově aktivní látkou a polyelektrolytem a vede k větší 
CAC. Po vytvoření micel při vysokých koncentracích tenzidů je vhodné přidání NaBr 
a vytvoření větších agregátů. Interakce závisí také na druhu iontu. Výsledkem této studie je 
tvrzení, že prídavek soli podporuje tvorbu micel na základě elektrostatické přitažlivosti mezi 
tenzidem a polyelektrolytem. Při nízké koncentraci soli je Sternova vrstva komprimována a 
dochází ke snížení CAC. Při vysoké koncentraci soli naopak dochází ke zvýšení CAC. Dále 
bylo prokázáno, že v přítomnosti NaBr dochází k tvorbě větších agregátů [35]. 
 
3.3 Antibakteriální účinky tenzidů 
V této studii se skupina českých vědců Čapek a spol. zabývali antimykotickou aktivitou 
41 kvartérních amoniových sloučenin, která byla testována na 8 mikrobiálních kmenech. 
Septonex byl z této vybrané skupiny nejaktivnější. Přítomnost aromatického kruhu nebo 
pyridinového zbytku inhibovaly antimikotickou aktivitu, zatímco nahrazení vodíku 
halogenem ji zvyšovalo. Bylo prokázáno, že kvartérní amoniové sloučeniny jsou velmi 
23 
 
užitečné v lokální chemoterapii, stejně jako v dezinfekci, protože vykazují nízkou toxicitu 
jsou nedráždivé, bez zápachu a jsou snadno vstřebatelné. Výsledky byly vyjádřeny jako 
inhibiční koncentrace v g/ml. Bylo zjištěno, že součet uhlíků v alifatickém řetězci byl 
v rozsahu 12–18, vykazovaly látky dobrou antimykotickou aktivitu. V případě, že byl součet 
uhlíků nižší nebo obsahoval acyklický či aromatický kruh byla antimykotická aktivita výrazně 
slabší. [36]. 
Institut mikrobiální technologie v Indii se zabývá hlavním komerčním využitím 
biostenzidů ve smyslu snížení znečistění životního prostředí a schopnosti stabilizace. 
Stabilizační schopnost zvyšuje rozpustnost polutantů a zvyšuje se tak i jejich potenciál 
k biodegradaci. Jedna z hlavních vlastností mnoha biotenzidů je jejich antimikrobiální 
aktivita. Několik biotenzidů má silné antibakteriální, antimikotické a antivirové účinky. Další 
relevantní medicínskou aplikací biotenzidů je jejich role jako antiadhezivum pro patogeny, 
což je velmi užitečná vlastnost pro léčbu mnoha onemocnění a pro aplikaci na výrobu 
terapeutických a probiotických látek. Skupina biostenzidů ITURIN, jsou lipopteptidy 
produkovány kmeny Bacillus subtilis. Iturin narušuje plazmatickou membránu agreguje do 
intramembánových částic. To uvolňuje elektrolyty a látky o vysoké molekulové hmotnosti. 
Iturin zvyšuje elektrickou vodivost biomembrán a podporuje aktivitu proti patogenům. Další 
skupinou jsou SURFAKTINY cyklické lipopeptidy produkovány kmeny B. subtilis.  
Surfaktin je jeden z dalších biosurtenzidů s dobře známou antimikrobiální vlastnosti. Existují 
tři různé typy surfactinů, A, B a C, které jsou rozděleny podle rozdílů v jejich sekvencí 
aminokyselin. Surfactin–A má L-leucin, surfactin–B má L-valin a surfactin–C má L–
isoleucin. Kromě antimykotické a středně antibakteriálními vlastnostmi, surfactiny inhibují 
fibrin vysrážením, indukují formaci iontových kanálů v lipidových membránách dvojvrstvách. 
Jeden z nejvíce příznivých účinků biosurfaktantů kromě použití jako potencionálních 
antimikrobiálních látek je to, že slouží jako antiadheziva. Biosurfaktanty lez použít jako 
prevenci proti růstu patogenního biofilmu na katetru a jiných lékařských materiálech a snižují 
tak počet nemocničních infekcí bez použití syntetických léků a chemikálií. Mohou také být 
použity v plicní imunoterapii a začleněny do probiotických přípravků. Vzhledem k tomu, že 





3.4 Turbidimetrická titrace tenzidů 
V článku od A. B. Kayitmazer a spol. byl studován účinek tuhosti řetězce na interakci 
polyelektrolytu s opačně nabitou koloidní částicí. Byla měřena relativní afinita dvou 
polyelektrolytů pro smíšené kationtové/neiontové micely (DTAB/TX100) a proteinu sérového 
albuminu turbidimetrickou titrací. Turbidimetrická titrace byla měřená pomocí Brinkmannova 
PC800 kolorimetru (při vlnové délce 450 nm) s optickým vláknem. Tenzid DTAB byl 
přidáván k systému HA – TX100 s počáteční koncentrací HA 0,5 g/l a TX100 20 mM. 
Molární zlomek DTAB pak odpovídal Y=DTAB /DTAB + TX100 řídící micelární hustotu 
náboje a tím její elektrostatické interakce s polyanionem. Měření bylo prováděno v různém 
rozmezí koncentrací NaCl (10 – 400 mM). Bylo prokázáno, že tužší řetězce se k sobě váží 
slaběji při vyšší iontové síle. 
 
Obr. 11 Titrační křivka systému HA – TX100/DTAB,  
V grafu je na ose y je vynesena turbidance a na ose x koncentrace tenzidu DTAB. Data 
byla vyhodnocena pomocí prokládání lineárních částí přímkami a jejich průsečík byl označen 
jako bod (koncentrace), kdy dochází v systému k zákalu nebo tvoření větších částic [38]. 
3.5 Gely (reologické vlastnosti) 
Ve studii skupiny japonských vědců pod vedením Xinqiao Jia byly vyvinuty hyaluronové 
mikrogely a „cross – linked”migrogelové sítě s laditelnou degradací a mechanickými 
vlastnostmi. Hyaluronové mikrogely byly připraveny z příčných vazeb derivátů hyaluronanu 
připravených reakcí s hydrazinem (HAADH) a aldehydem (HAALD) jako emulzní kapičky. 
V některých případech byl použit polyethylenglykol dialdehyd (PEGDiALD) místo HAALD. 
Mikrogely založené na HAADH/HAALD jsou však více odolné vůči enzymatické degradaci, 
než mikrogely vytvořené z HAASH/PEGDiALD. In vitro studie ukazují, že mikrogely 
syntetizované z HAADH/HAALD jsou v podstatě netoxické. Mikrogely syntetizované 
z HAADH/PEGDiALD vykazují určité nepříznivé účinky na kultivované buňky. Tyto 
mikrogely mají reziduální funkční skupiny, které mohou být použity jako reaktivní úchyty pro 
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kovalentní navázání terapeutické molekuly. Přítomnost zbytkových funkčních skupin také 
umožňuje následné zesíťování s jinými reaktivními polymery, které vedou k dvojnásobnému 
„cross – linked” sítí (DXNs) s laditelnou viskoelasticitou. Tyto hyaluronové mikrogelové 
systémy jsou slibnými kandidáty pro léčbu lokálního zjizvení, mohou složit nejen jako 
biokompatibilní výplňový materiál, ale jako inteligentní subjekt, který může zjemnit a 
rozpustit zjizvenou tkáň.[39]. 
Hydrogely jsou obecně gelová krytí na bázi hydrofilních polymerů s vysokým obsahem 
vody. Jsou dostupné ve formě polštářků nebo jako amorfní hmota, často v tubě. Absorbují 
nadbytečný exsudát, udržují optimální vlhkost (i v suché ráně), autolyticky odstraňují nekrózu 
a povlaky a neporušují okolní zdravé buňky. Chrání ránu proti vstupu sekundární infekce 
[40]. 
Tato zpráva zkoumá reologické vlastnosti „cross – linked” (HA – DTPH) hydrogelů 
připravených měnící se koncentrací a molekulovou hmotností hyaluronanu s poly 
(ethylenglykol) diakrylátem (PEGDA). Hydrogely byly následně buď krátkodobé (hodiny) 
nebo dlouhodobě (několik dní) podrobeny oscilační geometrickým testům (OSR) 
umožňujícím vyhodnocení a srovnání smykové modulů (G'). Výsledky z časových 
a frekvenčních testů ukázal, že vznik stabilní, tří-dimenzionální sítě závisí výhradně na 




4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité materiály 




výrobce číslo šarže 
Hyaluronan sodný Mw=300 kDa CPN s.r.o 160708-E1 
 
Mw=750–1000 kDa CPN s.r.o č 211-341, Mw=806 kDa 
 
Mw=1 500–1 750 
kDa 




CPN s.r.o 211-180, Mw=1 800 kDa 
 
Septonex Mr=422,48 GBNchem 910SEP002 
 
Chlorid sodný Mr=58,23 Lachner 231-598-3 
 





Pyren Mr=202,25 Fluka 401930/1 
        
deionizovaná voda Mr=18 









Tetraboritan sodný dekahydrát Mr=381,3 Lachema 206270379 
 
Kyselina boritá Mr=61,83 Lachema 200900173 
  








4.2 Použité přístroje  
 Fluorolog 
Fluorescenční měření byla prováděna na přístroji Fluorolog HORIBA JOBIN YVON 
s xenonovou výbojkou, přístroj byl napojen na PC s programem FluorEssence™ sloužící ke 
snímání a vyhodnocení naměřených spekter. Veškerá fluorescenční měření byla prováděna za 
laboratorní teploty 25°C. Při měření vzorků s fluorescenční sondou pyrenem byl excitační 
monochromátor nastaven na 335 nm a emisní monochromátor na 392 nm. Bylo sledováno 
emisní, kdy emisní sken byl nastaven v rozsahu vlnových délek 360 – 530 nm, s krokem 
1 nm. Z emisního skenu byly zaznamenávány hodnoty intenzit při vlnových délkách 373 nm 
(I1), 383 nm (I3) a 470 nm (IE).  
 Reometr 
Měření bylo prováděno na přístroji AR-G2 TA Instruments a k jejich vyhodnocení byl 
použit software k tomuto přístroji TA Data Analysis. Na samotné měření reologických 
vlastností gelů byla použita geometrie typu dvou paralelních desek PP UHP 25 + Si a byly 
nataveny dva testy oscilační a tokový test, během každého testu byla nastavena 5 – ti 
minutová pauza, aby nedocházelo k ovlivnění druhého testu předešlým dynamickým 
namáháním. Měření probíhalo při teplotě 25°C. 
 UV VIS spektrometr 
Turbidimetrická měření byla prováděna na přístroji Cary Probe 50, Varian s ponornou 
sondou propojenou s přístrojem. Měření probíhalo při nastavené vlnové délce 400 nm a každá 
měřená absorbance byla proměřena 3x, z čehož automaticky byla vyhodnocena průměrná 
hodnota. 
 Sušící váhy 
Byl použit analyzátor vlhkosti Sartorius s připojeným softwarem Hypertherminal. 
Nastavená teplota byla 105 °C, čas sušení do ustanovení konstantní váhy, interval odečítání 




4.3 Příprava vzorků 
Tato kapitola popisuje postup přípravy zásobních roztoků a vzorků pro jednotlivá měření.  
4.3.1 Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztoky HyA byly připraveny navážením požadovaného množství na předvážkách 
a poté doplněny rozpouštědlem na požadovanou hmotnost. Koncentrace zásobních roztoků 
HyA jsou vždy uváděny v hmotnostních procentech, např. 1 % roztok hyaluronanu byl 
připraven navážením 1 g hyaluronanu na 100 g roztoku. Všechny zásobní roztoky byly vždy 
míchány 24 hodin na magnetické míchačce. Zásobní roztoky tenzidů byly připravovány 
navážením požadovaného množství tenzidu a doplněny rozpouštědlem jen z části a dány na 
magnetickou míchačku do doby než se tenzid úplně rozpustil a teprve po dokonalém 
rozpuštění byl roztok kvantitativně převeden do odměrné baňky a doplněn po rysku na 
požadovaný objem. Rozpouštědlem byla speciálně přečištěná voda v přístroji Purelab Flex, 
nebo 0,15 M NaCl nebo pufr. Příprava pufrů je popsána v bodě 3.3.5. 
4.3.2 Příprava vzorků pro turbidimetrii 
Byl připraven zásobní roztok HyA o určité koncentraci a zásobní roztok Septonexu 
o koncentraci 10 mM. Ze zásobního roztoku HyA bylo odpipetováno 50 ml do kádinky, která 
byla položena na magnetickou míchačku. Do roztoku HyA byl po malých přídavcích 
mikropipetou přidáván Septonex. Po každém přídavku Septonexu byl roztok minutu míchán 
a byla změřena absorbance po 1. min – při měření absorbance bylo míchání vypnuto. Poté byl 
roztok opět minutu míchán na magnetické míchačce a byla změřena absorbance po 2. minutě. 
Kádinka byla obalena černou fólií a přikrytá černým papírem, aby nedošlo k ovlivnění měření 
denním světlem.  
 
4.3.3 Příprava vzorků pro měření CMC  
Do vialek bylo napipetováno určité množství fluorescenční sondy rozpuštěné v acetonu 
tak, aby konečná koncentrace ve vzorcích byla 1∙10–6M, následně byl aceton odpařen 
a vzorky byly připraveny podle koncentrační řady ředěním připravených zásobních roztoků 
tenzidu. Takto připravené řady byly měřeny pomocí spektrofluorimetrie. 
V případě měření očních kapek Ophtalmoseptonexu šlo o zjištění zda–li se Septonex 
v kapkách nachází v micelární formě. Vzorky pro toto měření byly připraveny ředěním 




4.3.4 Příprava gelů 
Gely byly připraveny smícháním 3 ml roztoku HyA a 3 ml roztoku Septonexu 
v tlustostěnné zkumavce. Jako první bylo do zkumavky napipetováno 40 µl olejové červeně 
rozpuštěné v acetonu, aceton byl následně odpařen. Pak do zkumavky bylo napipetováno 3 ml 
septonexu a poté jako poslední byly přidány 3 ml roztoku HyA. Iontová síla byla upravována 
pomocí nasyceného roztoku NaCl o koncentraci 5,4 M přidáním k roztoku Septonexu, tak aby 
výsledná koncentrace ve zkumavce byla 0,01 M až 0,15 M. Pro pozdější přípravu gelů pak 
byla zvolena jednotná koncentrace NaCl 0,15 M a zásobní roztoky HyA i Septonexu byly 
připraveny z roztoku 0,15 M NaCl. Vzorky ve zkumavkách pak byly intenzivně promíchány 
na automatické míchačce Varix cca 5 min, kdy došlo k intenzivní reakci mezi Septonexem 
a HyA. Vznikl tak homogenní zakalený roztok. Poté byly vzorky dány do odstředivky na 20 
min při 4000 otáčkách. Po odstředění byl na dně usazen gel a nad ním supernatant. Olejová 
červeň byla do vzorků přidávána jen pro lepší pozorování tvorby gelů, pro další měření 
olejová červeň v gelech obsažena nebyla.  
 
4.3.5 Příprava pufrů 
Fosfátový pufr PBS o pH 7,4 byl připraven navážením 2,99 g hydrogenfosforečnanu 
draselného, 0,22 g hydrogen fosforečnanu disodného a 8,04 g chloridu sodného a doplněním 
vodou do 1000 ml. Borátový pufr byl připraven rozpuštěním 12,44 g kyseliny borité a 2,923 g 
chloridu sodného v 1000 ml vody a 9,554 g tetraboritanu sodného v 500 ml vody. Pufr byl 
připraven smícháním 150 ml roztoku kyseliny borité s NaCl a s 850 ml roztoku tetraboritanu, 





5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem této diplomové práce bylo: 
 prostudovat komplexy vytvářené mezi kladně nabitým partnerem (Septonex) 
a záporně nabitým hyaluronanem 
 naplánovat experimenty testující přípravu a vlastnosti takovýchto ionokomplexů 
  zaměřit se především na využití těchto komplexů jako nosičů hydrofobních 
biologicky aktivních látek v medicíně či kosmetice, a to v tekuté (solové) i gelové 
formě 
Tato práce obsahuje nejednu metodu k prozkoumání vlastností systému biopolymer/tenzid. 
Jako biopolymer byl zvolen hyaluronan a kationaktivní tenzid Septonex. Tato práce studuje 
fyzikální vlastnosti tohoto systému, na základě kterých pak může být tento systém použit ve 
farmaceutickém či kosmetickém průmyslu.  
 
5.1 Vliv prostředí na agregační chování Septonexu 
V této kapitole bylo studováno chování Septonexu v různých prostředích, především byla 
sledována změna hodnoty kritické micelární koncentrace. Kritická micelární koncentrace byla 
měřena pomocí fluorescenční spektroskopie a jako fluorescenční sonda byl použit pyren. 
Z naměřených dat byla do grafické závislosti vynesena hodnota EmPI v závislosti na 
logaritmu koncentrace Septonexu. Pyren excituje při vlnové délce 335 nm a emise je 392 nm. 
emisní sken je pak vhodné dělat 360 - 530 nm, kvůli kontrole tvorby excimeru, který má pás 
při vlnové délce 470 nm. Hodnota EmPI je poměr intenzity fluorescence pyrenu I1 (373 nm) 
a I3 (383nm). V polárním prostředí má poměr hodnotu cca 1,7 a v nepolárním 0,5.  
Výsledná závislost vykazuje sigmoidní charakter, který se pomocí programu Origin dá 
proložit Boltzmanovou S–křivkou.  











max – maximum intenzity fluorescence 
min – minimum intenzity fluorescence 
x0
 – inflexní bod 





Obr. 12 Vyhodnocení dat naměřených pyrenovou metodou.  
Na obr. 12 je znázorněna závislost emisního polaritního indexu EmPI na log koncentrace 




Obr. 13 Závislost EmPI pyrenu na logaritmu koncentrace Septonexu v borátovém pufru 
a 300 kDa HyA v 0, 15 M NaCl 
 
 Na obr. 13 je vybráno měření s 300 kDa hyaluronanem v 0,15 M NaCl a samotný Septonex 
v borátovém pufru. Výsledky vykazují typický sigmoidní charakter, ze kterých lze jednoduše 
pomocí programu Origin vypočítat hodnoty CMC. Všechny hodnoty naměřených CMC jsou 




Tab. 3 Hodnoty CMC Septonexu pro různá prostředí 
Prostředí CMC [mM] 
voda 0,775 ± 0,008 
0,15 M NaCl 0,060 ± 0,018 
pufr PBS (pH = 7,4) 0,068 ± 0,018 
Borátový pufr (pH = 7,7) 0,071 ± 0,021 
300 kDa HA ve vodě sraženiny, neměřitelné 
300 kDa HA v 0,15 M NaCl 0,066 ± 0,002 
 
Jak je vidět, hodnota CMC je ve vodném prostředí řádově vyšší než v NaCl. Měřením bylo 
prokázáno, že fyziologické prostředí snižuje hodnotu kritické micelární koncentrace tenzidu. 
Přídavek 300 kDa HA v 0,15 M NaCl nijak výrazně neovlivnil agregační chování Septonexu 
a CMC zůstala podobná jako v prostředí bez přídavku hyaluronanu v 0,15 M NaCl. 
Přídavkem hyaluronanu ve vodném prostředí došlo k vytvoření velkých bílých sraženin 
a vzorky byly velmi zakalené, po určité době došlo k ustoupení zákalu. Docházelo tak 
k dalšímu srážení, tzn. malé částice vyvolávající jen zákal, se spojovaly do větších shluků a 
vytvářely bílé sraženiny. Tyto vzorky nemohly být měřeny. V prostředí 0,15 M soli se prvotně 
vytvořil zákal i sraženiny, které se však do druhého dne vyčeřily a sraženiny přešly v čirý gel 
a usadily se na dně vialky. Hodnota CMC uvedená v tabulce se tak týká roztoku nad 






Obr. 14 Závislost EmPI pyrenu na logaritmu koncentrace očních kapek 
Ophtalmoseptonexu 
 
Měření očních kapek Ophtalmoseptonexu bylo prováděno za účelem zjištění, zda se 
Septonex v očních kapkách nachází ve formě micel. Vzorky pro toto měření byly připraveny 
ředěním zakoupeného produktu z lékárny deionizovanou vodou.  
Z obr. 14 je viditelné, že data mají tendenci vytvořit sigmoidní křivku a je evidentní, že 
v očních kapkách jsou přítomny Septonexové micely. Koncentrace Septonexu v očních 
kapkách je 2 mg na 10 ml roztoku, což v přepočtu je 0,473 mM. Kritická micelární 
koncentrace ve vodném prostředí se pohybuje okolo 0,77 mM a v borátovém pufru, který měl 
simulovat roztok očních kapek je hodnota cmc Septonexu 0,071 mM. Což odpovídá 
naměřenému faktu, že roztok obsahuje micely. To se dá využít k tomu, aby do očních kapek 
byla přidána další léčivá látka, která by se do micel Septonexu zabudovala, nebo se k očním 
kapkám může přidat hyaluronan, který by sloužil jako zvhlčovač oka a oční kapky 
Ophtalmosepotnex by tak neměly jen léčebnou funkci na záněty oka, ale zároveň by mohly 
oko zvlhčovat a použít na syndrom suchého oka. Dále by hyaluronan vzhledem ke svým 
mukoadhesivním vlastnostem mohl přispět k potlačení odtoku aktivní složky z očního 
prostředí. Obecně je totiž známo, že kapalné oční přípravky rychle mizí odtokem očními 
kanálky.  
V příloze č. 2 je uvedeno pozorování přídavku hyaluronanu k očním kapkám a dále 
v kapitole 4.2.4 je popsán experiment tvorby gelů s očními kapkami. 
Tab. 4 Složení očních kapek Opthalmoseptonexu 
Oční kapky Léčivé látky 
Optalmoseptonex 
10 ml 
Septonex 2 mg  
kyselina boritá 190 mg 





5.2 Gely  
Tato kapitola pojednává o přípravě hyaluronových gelů se Septonexem, zkoumá jejich 
reologické vlastnosti. 
5.2.1 Příprava gelů 
Septonex s hyaluronanem tvoří gely. Snahou bylo najít optimální koncentraci hyaluronanu 
a Septonexu, kdy vzniká nejvíce gelu za pomocí úpravy iontové síly. Experimenty byly prvně 
prováděny s pomocí pouze vizuálního pozorování a smícháním 3 ml roztoku HyA a 3 ml 
roztoku Septonexu.  
Gely připravené z 2 % roztoků HA a 200 mM Septonexu v poměru 1:1 vznikají dobře i ve 
vodném prostředí bez přídavku soli, avšak jsou zakalané a napohled vypadají tužší. Je to 
způsobeno tím, že ve vodném prostředí dochází k tvorbě viditelných sraženin, které se po 
odstředění usazují na dně zkumavky a nepřecházejí v gelovou formu. V prostředí NaCl 
nedochází k vytvoření sraženin a připravené gely jsou čiré. S úpravou iontové síly dochází 
k viditelnému zlepšení tvorby gelu. To ukazuje na to, že sůl podporuje tvorbu gelů 
hyaluronanu a Septonexu. Proto při tvorbě gelů s nižší koncentrací Septonexu jsem zvolila 
prostředí s 0,15 M koncentrací soli. Gely vznikaly dobře i se 100 mM Septonexem, u 10 mM 
Septonexu se gel vytvořil pouze u HyA s největší molární molekulovou hmotností. Se 
snižováním koncentrace HyA na 1 % a 0,5 % došlo k tvorbě gelů jen u některých 




Obr. 15 Ukázka tvorby gelů s 2 % HyA a 200 mM Septonexu ve vodě a  0,15 M soli. 
(A – 300 kDa. B – 806 kDa, C – 1 697 kDa). Pro lepší pozorování bylo použito barvivo 
olejová červeň.  Řada 2 – voda, řada 5 – 0,15 M NaCl. 
Podle nástřelu experimentů tvorby gelů se jeví jako nejoptimálnější gely připravené z 2 % 
hyaluronanu a 200 mM Septonexu v prostředí 0,15 M NaCl. Celkově lze charakterizovat 
prostředí NaCl jako vhodné pro tvorbu gelů. Ve vodném prostředí gel vzniká také, ale není 
čirý a obsahuje sraženiny Septonexu.  
Řada 2 Řada 5 
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5.2.2 Vliv poměru vazných míst na tvorbu gelu 
Poměr vazných míst v gelu byl vypočten jako podíl koncentrace skupin COO– na řetězci 
hyaluronanu a koncentrace Septonexu, který obsahuje kationt. HyA je složen z opakující se 
disacharidové jednotky, kde molární hmotnost jedné disacharidové jednotky je přibližně 
401,299 g∙mol–1. Na každou disacharidovou jednotku připadá jedna skupina COO−. 
Předpokladem pro výpočet vazných míst je stoprocentní disociace všech skupin. 
 
Tab. 5 Poměr vazných míst HyA a Septonexu v prostředí 0,15 M NaCl 
č.vzorku vzorek 
počet vazných míst 
HyA:Septonex 
pozn. 
1 2% HyA:200 mM Sept 1:4 hezký gel 
2 2% HyA:100 mM Sept  1:2 hezký gel 
3 2% HyA:10 mM Sept     1:0,2 nevznikal gel 
4 1% HyA:200 mM Sept  1:8 malé množství gelu 
5 0,5% HyA:200 mM Sept    1:16 velmi málo gelu 
V tabulce č. 5 je uveden přehled připravených gelů a jejich charakteristika z hlediska 
vazných míst mezi HyA a tenzidem. V případě č. 1 vznikalo dostatečné množství čirého gelu 
pro všechny tři zvolené molekukulové hmotnosti (300 kDa, 806 kDa, 1 697kDa) a tekutina 
nad gelem – supernatant byl také čirý a měl podobnou konzistenci jako voda. V případě 2, 
kdy byla snížena koncentrace Septonexu na 100 mM se gel vytvořil se všemi třemi 
molekulovými hmotnostmi hyaluronanu. V Případě 3, kdy byla snížena koncentrace 
Septonexu na 10 mM se gel netvořil, vznikl čirý roztok bez sraženin, roztok byl však viskózní 
a v případě nejvyšší molekulové hmotnosti (1 697 kDa) bylo pozorováno malé množství 
vzniklého gelu na dně zkumavky. V případě 4–5 vzniklo malé množství jen s nejvyšší 





5.2.3 Sušení gelů 
Další metodou pro posouzení kvality gelů vzniklých interakcí kladně nabitého Septonexu 
a záporně nabitého hyaluronanu a stanovení obsahu vody v těchto gelech jsou sušící křivky. 
Vzniklý gel, který byl vytvořen smícháním 3 ml Septonexu a 3 ml hyaluronanu byl vysušen 
na sušinových vahách při teplotě 105°C, sušení probíhalo do té doby, než se ustálila 
konstantní hmotnost. Na sušinových vahách byl dán vždy vzorek o hmotnosti přibližně 1 g. 
 
Obr. 16 Závislost úbytku hmotnosti na čase se zvyšující se molekulovou hmotností HyA 
Na obr. 16 jsou uvedeny sušinové křivky v závislosti na rostoucí molekulové hmotnosti 
hyaluronanu. Nejstrmější křivku má vzorek A (300 kDa). Vzorek B (806kDa) a vzorek C 
(1 697 kDa) mají křivku podobnou a dochází zde k odpařování vody pomaleji a lze vidět, že 




Obr. 17 Závislost úbytku hmotnosti na čase se snižující  se koncentrací HyA 
Na obr. 17 jsou uvedeny sušinové křivky v závislosti na snižující se koncentraci 
hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 697 kDa. Je vidět, že snižující se koncentrace 
hyaluronanu nemá velký vliv na strmost křivky ani na čas vysušení, ten se liší jen o pár minut.  
 
 
Obr. 18 Závislost obsahu vody v gelech na měnící se koncentraci Septonexu 
Tento graf na Obr. 18 znázorňuje obsah vody v gelech připravených z 2 % hyaluronanu 
o molekulových hmotnostech A – 300 kDa, B – 806 kDa, C – 1 697 kDa a dvou 
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koncentracích Septonexu, 200 mM a 100 mM v prostředí 0,15 M NaCl. V případě A je obsah 
vody v gelu skoro stejný a nezáleží na změně koncentrace Septonexu. U vzorku B je rozdíl 
obsahu vody viditelný a méně vody se odpařilo v případě 100 mM Septonexu. V případě 
vzorku C nastal úplně opačný trend a rapidně více vody obsahoval vzorek se 100 mM 
Septonexem.  
 
Obr. 19 Závislost obsahu vody v gelech snižující se koncentraci HyA v 0,15 M NaCl, 
uvedená hodnoty mM značí koncentraci Septonexu 
Pro toto porovnání na obr. 19 byl vybrán vzorek C (1 700 kDa HyA). Nejméně vody 
obsahoval vzorek obsahující 2 % HyA a 200 mM Septonex, což ukozoval i předešlý graf. 
Nejvíce vody pak obsahoval vzorek s 1 % HyA. Pro s rovnání je zde i v posledním sloupci 
uvedena hodnota 2 % HyA a 100 mM septonex, který obsahuje nejvíce vody ze všech 
připravených vzorků. 
5.2.4 Experiment HyA a Ophtalmoseptonexu 
Stejně jako byly připravovány gely, byl proveden i experiment s očními kapkami 
Ophtalmoseptonex. Kdy ke 3 ml očních kapek byly přidány 3 ml 2 % hyaluronanu o třech 
molárních hmotnostech HyA (A – 300 kDa, B – 806 kDa, C – 1 697 kDa). Gel se nevytvořil 
ani s jednou molekulovou hmotností HyA, vznikly pouze vysoce viskózní homogenní 





5.2.5 Reologické vlastnosti vybraných gelů 
 
Tato kapitola je zaměřena na reologické chování připravených hyaluronových gelů. 
Viskoelastické vlastnosti připravených hayluronových gelů se Septonexem byly stanovovány 
oscilačními testy při měnící se frekvenci otáčení. U všech vzorků byly oscilačním testem 
zjišťovány následující veličiny: elastický modul G', viskózní modul G”, komplexní modul G*, 
komplexní viskozita * a ztrátový úhel δ. Byl sledován vliv měnící se molekulové hmotnosti 
hyaluronanu jak v prostředí 0,15 M NaCl, tak ve vodě pro dvě koncentrace Septonexu 200 
mM a 100 mM. Dále byly proměřeny samotné 2 % roztoky hyaluronanu v 0,15 M NaCl. U 
molekulové hmotnosti hyaluronanu 1 697 kDa byla měněna koncentrace 2 %, 1 % a 0,5 % 
v 0,15 M NaCl. Jako srovnávací reologický experiment byl proměřen také vzorek lékařského 
přípravku Yellon gelu, který obsahuje vysokoviskózní hydroxypropylcelulózu a používá se 
k léčbě a zmírnění otoků.  
 
 
Obr. 20 Oscilační test: závislost komplexního modulu G* a ztrátového úhlu δ (plné 
čtverečky reprezentují G* a prázdné čtverečky reprezentují δ)na úhlové rychlosti 
Z obr. 20 je vidět, že s rostoucí molekulovou hmotností HyA roste komplexní modul G* 
a klesá ztrátový úhel δ. Gel s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 1 697 kDa se nejvíce přibližuje 




Obr. 21 Oscilační test: závislost komplexního modulu G* a ztrátového úhlu δ (plné 
čtverečky reprezentují G* a prázdné čtverečky reprezentují δ)na úhlové rychlosti 
 
Na obr. 21 je opět vidět trend závislosti rostoucí molekulové hmotnosti a rostoucího 
komplexního modulu G* a klesajícího ztrátového úhlu δ. Gel s molekulovou hmotností 1 697 kDa 
se nejvíce přibližuje gelovitému charakteru.  
 
Obr. 22 Závislost paměťového a ztrátového modulu (plné čtverečky reprezentují 




Obr. 23 Závislost paměťového a ztrátového modulu (plné čtverečky reprezentují 
elastický modul G', prázdné čtverečky reprezentují viskózní modul G'') na úhlové rychlosti 
 
Tab. 6 Hodnoty G* a δ pro tři vybrané úhlové rychlosti 
kDa 
ω 85,61 [rad/s] ω 5,83[rad/s] ω 0,18[rad/s] 
c Sept/prostředí 
G*[Pa] δ[°] G*[Pa] δ[°] G*[Pa] δ[°] 
300 4962 32,5 3321 38,77 439,9 64,37 
2 % HyA 200 mM Sept 
voda 
806 4580 17,11 4738 21,7 1319 48,4 
1697 12130 6,447 12330 10,32 6545 28,2 
300 1389 156,2 209,8 62,78 12,46 82,25 
2 % HyA 200 mM 0,15 M 
NaCl 
806 712,2 120,7 767,4 37,93 103,7 66,06 
1697 2834 178,2 45,73 54,57 6,162 70,97 
300 1944 26,92 654,1 48,16 61,74 72,98 
2 % HyA 100 mM 0,15 M 
NaCl 
806 4073 13,09 2248 28,22 452,8 56,95 
1697 2967 8,987 604 17,44 741,8 40,37 
300 116,6 26,71 6,49 78,93 0,3373 103,4 
2 % HyA 0, 15 M NaCl 
bez Sept 
806 270,2 26,85 50,4 58,82 2,911 82,07 
1697 295 25,42 148,8 37,75 20,3 67,11 
1697 1589 12,42 1024 22,53 283,7 49,27 
1 % HyA 200 mM Sept. 
0,15 M NaCl 
1697 1709 11,37 1120 21,32 325,6 47,95 
0,5 % HyA 200 mM Sept. 
0,15 M NaCl 





Obr. 24 Závislost paměťového a ztrátového modulu (plné čtverečky reprezentují 
elastický modul G', prázdné čtverečky reprezentují viskózní modul G'') na úhlové rychlosti 
Na obr. 24 je patrné, že u vzorků B je vyšší elastický modul G'. V případě vzorku A nedošlo 





Obr. 25 Závislost paměťového a ztrátového modulu (plné čtverečky reprezentují 
elastický modul G', prázdné čtverečky reprezentují viskózní modul G'') na úhlové rychlosti 
Na Obr. 25 jsou uvedeny oscilační testy pro čisté zásobní roztoky 2 % hyaluronanu 
v prostředí 0,15 M NaCl. Ve všech případech došlo k protnutí elastického a viskozitního 
modulu. Ve všech případech převyšuje elastický modul G' nad viskozitním modulem G''.  
 
Obr. 26 Závislost paměťového a ztrátového modulu (plné čtverečky reprezentují 





Tab. 7 Hodnoty ω a G´kdy dochází k protnutí modulů G’a G" 
vzorek c HyA c Sept prostředí ω [rad/s] G´ [Pa] 
A2 2% 300 kDa 200 mM voda 2,77 1674,00 
B2 2% 806 kDa 200 mM voda 0,28 1150,00 
C2 2% 1697 kDa 200 mM voda – – 
A5 2% 300 kDa 200 mM 0,15 M NaCl – – 
B5 2% 806 kDa 200 mM 0,15 M NaCl 2,49 371,80 
C5 2% 1697 kDa 200 mM 0,15 M NaCl 0,23 282,50 
A6 2% 300 kDa 100 mM 0,15 M NaCl 8,53 560,50 
B6 2% 300 kDa 100 mM 0,15 M NaCl 0,77 717,00 
C6 2% 1697 kDa 100mM 0,15 M NaCl 0,11 415,10 
C8 1% 1697 kDa 200 mM 0,15 M NaCl 0,29 252,40 
C9 0,5% 1697 kDa 200 mM 0,15 M NaCl 0,26 271,20 
vzorek 1 2% 1697 kDa – 0,15 M NaCl 2,36 70,16 
vzorek 2 2% 806 kDa – 0,15 M NaCl 23,41 82,54 
vzorek 3 2% 300 kDa – 0,15 M NaCl 43,67 32,55 
yellon – – – 0,84 70,22 
V Tab. 7 jsou uvedeny všechny proměřené vzorky a uvedeny hodnoty úhlové rychlosti 
a elastického modulu G’, kdy dochází k protnutí křivek elastického a viskózního modulu. 




5.3 Turbidimetrická měření 
Měření turbidimetrie bylo zvoleno jako indikátor zakalení systému hyaluronan – tenzid 
a pozorování tvorby částic v tomto systému. Cílem přípravy lékařských preparátů je připravit 
nezakalený roztok, to znamená, připravit systém s co nejmenší velikostí částic s nejmenším 
zakalením, nejlépe čirého charakteru. 
Pro měření turbidity byly zvoleny 2 molekulové hmotnosti hyaluronanu – 300 kDa a 1 800 
kDa ve vodném prostředí, tak i v prostředí 0,15 M NaCl. Koncentrace hyaluronanu byly 
zvoleny 0,1%, 0,05%, 0,01% a 0,005 %. Koncentrace tenzidu, kterým byl roztok HyA 
titrován, byla mírně nad kritickou micelární koncentrací tenzidu a to 10 mM. 
5.3.1 Sledování zákalu ve vodném prostředí a v prostředí 0,15 M NaCl 
Postupným přídavkem Septonexu docházelo k tvorbě malých vlákének v roztoku, které pak 
následuje vznik mírného zakalení a po větším přídavku Septonexu přešlo do úplného až 
mléčného zakalení s bílými sraženinami. Čím větší koncentrace HyA tím byl zákal větší 
a četnější množství sraženin. V prostředí 0,15 M NaCl byl pozorován menší zákal a mírnější 
tvorba sraženin.  
 
Obr. 27 Závislost log c Septonexu na absorbanci (0,1 %;1800 kDa HyA ve vodě) 
 
Na Obr. 27 je znázorněno měření po 1 min od přídavku Septonexu a po 2 min od přídavku 
Septonexu. Data po první a druhé minutě se shodují, tudíž v následujících grafech je uvedeno 
vždy měření po 1 minutě. Jak lze vidět na tomto grafu, z počátku je absorbance konstantní a 
téměř nulová, ale s rostoucím přídavkem Septonexu dochází ke zvýšení hodnot absorbance. 
V posledních bodech titrace, kde jsou velké chybové úsečky je roztok vysoce zakalen a tvoří 
se sraženiny, tyto body pak nebyly ve vyhodnocování brány jako relevantní, jsou uvedeny pro 
důkaz toho, že systém obsahuje velké částice. Způsob vyhodnocení naměřených dat byl 
zvolen prokládání lineárních částí přímkami a z jejich průsečíku pak byla odečtena hodnota 





Obr. 28 Závislost log c Septonexu na absorbanci (0,1 %;1800 kDa HyA v 0,15 M NaCl) 
Na Obr. 28 je znázorněn způsob vyhodnocení turbidimetrických měření. Data byla 
proložena v lineárních částech a jejich průsečík byl stanoven jako bod zakalení. Z dat je 
viditelné, že do určité koncentrace se nic neděje, ale při vizuálním pozorování bylo občas 
zaznamenáno v čirém roztoku výskyt malých nitkovitých vlákenek. Ve vodném prostředí 
dosahovaly hodnoty absorbance skoro až A=2, v soli byly hodnoty na konci titrace menší.  
 
Obr.29 Závislost log c Septonexu na absorbanci (0,005 % ;1800 kDa, HyA v 0,15 M 
NaCl) 
 
Na obr. 29 je patrné, že při nejnižší zvolené koncentraci HyA 0,005 % došlo k posunu 
zlomu k vyšším hodnotám přidávaného Septonexu, což je pravděpodobně způsobenou nízkou 
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koncentrací částic rozptylujících světlo. Čím nižší koncentrace hyaluronanu byla zvolena, tím 
později došlo k vytvoření zákalu. Jemné sraženiny se objevovaly v každé ze čtyř zvolených 
koncentrací a to jak v prostředí vody, tak v prostředí 0,15 M NaCl. Při vizuálním sledování 
roztoku bylo zjištěno, že v prostředí NaCl se sraženiny objevují později a netvoří se shluky 
sraženin. Ve vodném prostředí při nejvyšší koncentraci hyaluronanu docházelo k vytvoření 
velkých viditelných sraženin. 
 
Tab 6 Koncentrace Septonexu v bodech zlomu turbidimetrických křivek 
1800 kDa HyA 
koncentrace HyA [%] 
koncentrace Sept. [mM] 
voda 0,15 M NaCl 
0,1% 0,074 0,248 
0,05% 0,055 0,193 
0,01% 0,019 0,156 
0,005% 0,065 0,169 
 
Z naměřených hodnot je patrné, že ve vodném prostředí dochází k zakalení mnohem dříve 
než v prostředí 0,15 M NaCl. Změna koncentrace hyaluronanu nemá na systém velký vliv, 
bod zakalení je více méně podobný. Co ovlivňuje bod zakalení je zvolené prostředí. Tímto 
měřením bylo dokázáno, že prostředí 0,15 M NaCl snižuje bod zakalení, respektive zvyšuje 
koncentraci přidaného tenzidu do systému, při které je možné ještě získat čirý koloid (sol).  
 
Obr. 30 Závislost log c Septonexu na absorbanci (0,1 %;300 kDa HyA ve vodě) 
Data na Obr. 30 opět vykazují typický charakter, kdy je absorbance roztoku konstantní a 
s rostoucí koncentrací přidávaného Septonexu dochází ke zvyšování absorbance. Se zvolenou 
molekulovou hmotností 300 kDa byl zaznamenán menší zákal a sraženiny se tvořily jen ve 
vodném prostředí a oproti vyšší molekulové hmotnosti hyaluronanu byly podstatně menší, 







Obr. 31 Závislost log c Septonexu na absorbanci (0,005 %;300 kDa HyA 0,15 M NaCl) 
Tento graf na obr. 31 znázorňuje posun k vyšším hodnotám přidávaného Septonexu a zákal 
se tvoří mnohem později, než bylo prokázáno v ostatních měřeních. Při měření nebyly 
v roztoku viditelné žádné sraženiny, roztok byl zakalený, ale neměl úplně mléčnou barvu, jak 
tomu bylo u měření s vyšší molekulovou hmotností hyaluronanu. 
Tab 7 Koncentrace Septonexu v bodech zlomu turbidimetrických křivek 
300 kDa HyA 
koncentrace HyA [%] 
koncentrace Sept. [mM] 
voda 0,15 M NaCl 
0,1% 0,055 0,111 
0,05% 0,028 0,187 
0,01% 0,103 0,118 
0,005% 0,176 0,295 
Při opětovném porovnáni hodnot pro vodné prostředí a prostředí 0,15 M NaCl je vidět, že 
v soli dochází k zakalení roztoku o něco později. Také na bod zakalení má vliv koncentrace 
hyaluronanu.  
Pro obě měření jak pro vysokomolekulární hyaluronan, tak pro nízkomolekulární bylo 
potvrzeno, že NaCl snižuje bod zakalení, respektive zvyšuje koncentraci přidávaného 
Septonexu do systému, než dojde k vytvoření zákalu. Také je zde prokázáno, že čím menší 
koncentrace hyaluronanu, tím zákal vzniká za vyšší koncentrace přidaného tenzidu. Je to 
následek opět toho, že systém obsahuje málo částic, které rozptylují světlo. Při zvýšení 
koncentrace Septonexu na 100 mM docházelo už k takovému zákalu a tvorbě sraženin, kdy 
absorbanci přístroj už nemohl zaznamenat, tudíž tato data nemohla být použita. K vytvoření 
zákalu došlo již po přidání 80 µl Septonexu a po přidání dalších 1000 µl (odpovídá 





Tato diplomová práce byla zaměřena na studium fyzikálně chemických vlastností systému 
hyaluronan – kationtový tenzid. Práce je rozdělena do tří částí. První část práce obsahuje 
seznámení s kyselinou hyaluronovou a jejími vlastnostmi, charakteristikou kationtových 
tenzidů a dále použitých vybraných metod. Druhá část je věnována rešerši, která se vztahuje 
k dané problematice systému HyA – tenzid. Třetí část diplomové práce se pak věnuje 
samotnému experimentálnímu měření s diskuzi naměřených a zpracovaných dat. 
Pro studium interakcí mezi záporně nabitým hyaluronanem a kladně nabitým tenzidem 
byly zvoleny tři molekulové hmotnosti hyaluronanu a jako kationtový tenzid byl vybrán 
Septonex z toho důvodu, že je v domácích podmínkách dobře dostupný a má antibakteriální 
účinky a takto vytvořený komplex s hyaluronanem by mohl být použit ve farmaceutickém či 
kosmetickém průmyslu. Dalším aspektem, který byl pozorován, byl vliv prostředí – voda, 
0,15 M NaCl a při měření kritické micelární koncentrace tenzidu i fosfátový a borátový pufr. 
U některých metod byly provedeny experimenty s očními kapkami Ophtalmoseptonex, které 
jak již z názvu napovídá, obsahují tenzid Septonex, avšak bez přítomnosti hyaluronanu. 
Nejdříve byla stanovena kritická micelární koncentrace Septonexu pro různá prostředí: 
voda, 0,15 M NaCl, fosfátový pufr PBS a borátový pufr bez přídavku hyaluronanu. Pufry 
a 0,15 M roztok NaCl byly vybrány jakožto modely fyziologického roztoku a také proto, že 
pufry mají podobné složení jako oční kapky Ophtalmoseptonex. Bylo zjištěno, že hodnoty 
kritické micelární koncentrace v 0,15 M NaCl a pufrech jsou o řád menší než ve vodném 
prostředí. To znamená, že v 0,15 M NaCl a pufrech dochází ke vzniku micel dříve než ve 
vodě. Po té bylo zvoleno jen prostředí vody a 0,15 M NaCl a do systému byl přidán 
hyaluronan o výsledné koncentraci 1 g/l (300 kDa). Ve vodném prostředí došlo k zakalení 
vzorků a sraženin, což znemožňovalo měření, avšak v prostředí 0,15 M NaCl došlo k tomu, že 
sraženiny přešly v čirý gel. Tudíž naměřená hodnota kritické micelární koncentrace v 0,15 M 
NaCl je hodnotou roztoku nad gelovitými sraženinami. Tvorba sraženin je pravděpodobně 
způsobena intenzivní interakcí mezi Septonexem a hyaluronanem, což je pro kationaktivní 
tenzidy běžné. Vyčeření sraženin v 0,15 M NaCl má za následek to, že tato intenzivní 
interakce je potlačena a ke komplexaci dochází pozvolna. Dále bylo experimentálně zjištěno, 
že v očních kapkách se Septonex nachází v micelární formě. 
Výskyt gelových částic ve vzorcích vedl k dalším experimentům, a to ke studiu tvorby gelů 
v závislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu, koncentraci hyaluronanu a koncentraci 
tenzidu. Jako optimální koncentrace hyaluronanu se jeví 2% roztok hyaluronanu 
a koncentrace Septonexu 200 mM v 0,15 M NaCl v poměru 1:1. Bylo prokázáno, že 
s rostoucí molekulovou hmotností hyaluronanu vzniká větší množství gelu. Se snižující se 
koncentrací hyaluronanu dochází ke snižování množství vzniklého gelu a to samé platí i pro 
snižující se koncentraci Septonexu. Gely připravené ve vodném prostředí se jevily na pohled 
tužší a nebyly čiré. V prostředí 0,15 M NaCl nedocházelo ke vzniku žádných sraženin ani 
zákalu a také vznikalo více gelu než ve vodném prostředí. Přidáním 2 % hyaluronanu k očním 
kapkám Opthalmoseptonex nedošlo s žádnou molekulovou hmotností hyaluronanu ke tvorbě 
gelu. Vznikly jen vysoce viskózní čiré roztoky bez zákalu. To poukazuje na to, že v očních 
kapkách je nedostatečná koncentrace tenzidu pro vytvoření gelů. Z těchto experimentů pak 
byly vybrány nejvhodnější vzorky připravených gelů pro zkoumání reologických vlastností. 
Viskoelastické vlastnosti připravených hyaluronových gelů se Septonexem byly stanovovány 
oscilačními testy při měnící se frekvenci otáčení. Byl sledován vliv měnící se molekulové 
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hmotnosti hyaluronanu jak v prostředí 0,15 M NaCl, tak ve vodě pro dvě koncentrace 
Septonexu 200 mM a 100 mM. Dále byly proměřeny samotné 2 % roztoky hyaluronanu 
v 0,15 M NaCl. U molekulové hmotnosti hyaluronanu 1 697 kDa byla snižována koncentrace 
(2 %, 1 % a 0,5 %) v 0,15 M NaCl. Jako přídavný experiment byl proměřen také vzorek 
lékařského přípravku Yellon gel, který obsahuje vysokoviskózní hydroxypropylcelulózu 
a používá se k léčbě a zmírnění otoků. Naměřenými hodnotami se nejvíce podobal čistému 
2% hyalurnonanu o molekulové hmotnosti 1 697 kDa v 0,15 M NaCl. Bod protnutí modulů 
G´a G" mají přibližně stejný kolem 70 Pa. 
Jako poslední metoda k posouzení interakcí hyaluronan – Septonex byla zvolena 
turbidimetrie. Měření turbidimetrie bylo zvoleno jako indikátor zakalení systému 
a pozorování tvorby částic v tomto systému. Cílem přípravy lékařských preparátů je připravit 
nezakalený roztok, to znamená, připravit systém s co nejmenší velikostí částic s nejmenším 
zakalením, nejlépe čirého charakteru. Pro měření turbidity byly zvoleny 2 molekulové 
hmotnosti hyaluronanu – 300 kDa a 1 800 kDa ve vodném prostředí, tak i v prostředí 0,15 M 
NaCl. Koncentrace hyaluronanu byly zvoleny 0,1%, 0,05%, 0,01% a 0,005 %. Koncentrace 
tenzidu, kterým byl roztok HyA titrován, byla mírně nad kritickou micelární koncentrací 
tenzidu a to 10 mM. Pro obě měření jak pro vysokomolekulární hyaluronan, tak pro 
nízkomolekulární bylo potvrzeno, že NaCl snižuje bod zakalení, respektive zvyšuje 
koncentraci přidávaného Septonexu do systému, než dojde k vytvoření zákalu. Také je zde 
prokázáno, že čím menší koncentrace hyaluronanu, tím zákal vzniká za vyšší koncentrace 
přidaného tenzidu. Je to následek toho, že systém obsahuje málo částic, které rozptylují 
světlo. 
Tím, že Septonex je již řadu let používán jako desinfekce a antibakteriální složka 
léčebných přípravků, je prokázáno, že při aplikaci z vnějšku nemá škodlivý vliv na člověka. 
Právě proto byl tento tenzid vybrán pro komplexaci s hyaluronanem a možnému vyrobení 
hyaluronových gelů, které by kromě antibakteriálních účinků měly i hojivé, zvláčňující 
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8 SEZNAM SYMBOLŮ A ZKRATEK 
HyA   kyselina hyaluronová (hyaluronic acid) 
λ   vlnová délka 
S0   základní stav 
S1   první excitovaný singeltový stav 
S2   druhý excitovaný singeltový stav 
T1   první excitovaný tripletový stav 
Mw   molární molekulová hmotnost 
Da   jednotka molární molekulové hmotnosti, pouţívaná vbiochemii, 1 Da  
   odpovídá 1g/mol 
CMC  kritická micelární koncentrace 
CAC   kritická agregační koncentrace 
A*   excitovaná molekula 
PVC   polyvinylchlorid 
NMR  nukleární magnetická rezonance 
G´   elastický modul 
G´´   viskozitní modul 
G*   komplexní smykový modul 
   úhlová rychlost 
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10.1 Příloha 1 
Tab. 8  Pozorování tvorby gelů Septonex – Hyaluronan v závislosti na měnící se koncentraci 
tenzidu i Hyaluronanu a prostředí voda a 0,15 M NaCl 3 ml HyA a 3 ml Sept. 
vzorek HyA Sept.[mM] POZOROVÁNÍ 
2 % HyA bez NaCl 
A2 300 200 málo gelu, gel čirý 
B2 806 200 více gelu, zakalení 
C1 1697 200 nejvíce gelu, v gelu se objevily sraženiny, které nepřešly v gel 
2 % HyA s 0,01 M NaCl 
A3 300 200 čirý gel 
B3 806 200 čirý gel 
C3 1697 200 čirý gel 
2 % HyA s 0,1 M NaCl 
A4 300 200 čirý gel 
B4 806 200 čirý gel, nad ním mirný zákal 
C4 1697 200 čirý gel, nad ním mirný zákal 
2 % HyA s 0,15 M NaCl 
A5 300 200 čirý gel 
B5 806 200 čirý gel 
C5 1697 200 čirý gel 
2 % HyA  100 mM Septonex bez NaCl 
A66 300 100 málo gelu, gel čirý 
B66 806 100 více gelu, zakalení 
C66 1697 100 nejvíce gelu, v gelu se objevily sraženiny, které nepřešly v gel 
2 % HyA s 0,15 M NaCl 100 mM Septonex 
A6 300 100 čirý gel 
B6 806 100 čirý gel 
C6 1697 100 gel, nad ním kalný roztok 
2 % HyA s 0,15 M NaCl 10 mM Septonex 
A7 300 10 nevznikl gel, viskózní čirý roztok bez sraženin 
B7 806 10 nevznikl gel, viskózní čirý roztok bez sraženin 
C7 1697 10 gel, nad ním viskózní kalný roztok 
1% HyA bez NaCl 
A8 300 200 vytvořil se gel, malé množství, čirý 
B8 806 200 vytvořil se gel, malé množství, zakalený 





vzorek HyA Sept.[mM] POZOROVÁNÍ 
1 % HyA s 0,15 M NaCl 
A10 300 200 na pohled vznikl gel, ve skutečnosti to byl jen vysoce viskózní roztok 
B10 806 200 na pohled vznikl gel, ve skutečnosti to byl jen vysoce viskózní roztok  
C10 1697 200 gel, zakalený 
0,5 % HyA bez NaCl 
A9 300 200 vytvořilo se malé množství gelu, čirý 
B9 806 200 vytvořilo se malé množství gelu, zakalený 
C9 1697 200 vytvořilo se malé množství gelu, zakalený 
0,5 % HyA s 0,15 M NaCl 
A11 300 200 na pohled vznikl gel, ve skutečnosti to byl jen vysoce viskózní roztok 
B11 806 200 gel, zakalený 
C11 1697 200 gel, zakalený 
10.2 Příloha 2 
Tab. 9 Pozorování přídavku hyaluronanu k Opthalmoseptonexu 
1 800 kDa 0,1 % 
přídavek HyA [µl] pozorování 
0 beze změny 
10 beze změny 
10 beze změny 
10 beze změny 
20 beze změny 
20 beze změny 
30 beze změny 
30 beze změny 












70 zákal, sraženiny 
70 zákal, sraženiny 
70 zákal, sraženiny 
celkem   




10.3 Příloha 3 
Tab. 10  vizuálního pozorování systému při měření turbidimetrie pro 0,1 % HyA 1 800 
kDa ve vodě, 10 mM Septonex  
č.vzorku přídavek Septonexu [µl] pozorování 
1 0 čirý roztok 
2 10 čirý roztok, beze změny 
3 10 čirý roztok, beze změny 
4 10 čirý roztok, beze změny 
5 10 čirý roztok, beze změny 
6 20 malé bílé vlákenka 
7 20 na povrchu povlak 
8 20 na povrchu povlak, malé vlákna 
9 20 na povrchu povlak, malé vlákna 
10 50 na povrchu povlak, malé vlákna 
11 50 na povrchu povlak, malé vlákna 
12 50 příbytek vlákének 
13 50 na povrchu povlak, sraženiny 
14 100 na povrchu povlak, sraženiny 
15 100 na povrchu povlak, sraženiny 
16 100 příbytek sraženin 
17 100 sraženiny, mírný zákal 
18 200 sraženiny, mírný zákal 
19 200 sraženiny, mírný zákal 
20 200 sraženiny, mírný zákal 
21 200 zhoustnutí roztoku 
22 400 zákal, sraženiny 
23 400 zákal, sraženiny 
24 400 větší zákal, sraženiny 
25 800 sraženiny, zákal 
26 800 mléčný zákal, sraženiny 
27 800 mléčný zákal, sraženiny 
28 800 neprůhledný mléčný roztok, četné sraženiny 
 
